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(57) Abstract: Monodisperse colloids were coated with polyelectrolytes by means of the layer-by-layer method. The template cores 
can remain inside or can be dissolved. Different fluorescent dyes are covalently bound in a defined amount to the polyelectrolytes. 



The amount of dye is controlled by varying the label content or by the Co deposition of unlabeled polymers. Different dye lay- 
ers are separated from one another by intermediate layers thereby suppressing unwanted interactions. Conversely, a FRET signal 
can be generated between suitable dye pairs situated at short distances (0-6 nm) from one another. This signal can be controlled 
independent of the dye concentration by the number of intermediate layers. The capsule coding is read out by the variation in the ex- 
citation wavelength and emission wavelength. Macromolecules can be immobilized inside the capsules and extract complementary 
f*^ substances out of solutions. Particles coated in such a manner or hollow capsules can be used as sensors after inserting a sensitive 
a intermediate layer. Changes in the size/structure of the intermediate layer can be detected either by FRET between adjacent, labeled 
polyelectrolyte layers or by the self-quenching/aggregate fluorescence of dyes in the sensitive layer. 
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(57) Zusammenfassung: Monodisperse Kolloide wurden mit Polyelektrolyten mittels des Layer-by-Layer Verfahrens beschichtet. 
Die Templatkerne konnen im Inneren verbleiben oder aufgeldst werden. An die Polyelektrolyten werden verschiedene Fluoreszenz- 
farbstofFe in definierter Menge kovalent gebunden. Die Farbstotrmenge wird uber Variation des Labelgehalts oder durch Co-Ab- 
scheidung ungelabelter Polymere kontrolliert Unterschiedliche Farbstoffschichten werden durch Zwischenschichten voneinander 
getrennt, wodurch unerwiinschte Wechselwirkungen unterdriickt werden. Umgekehrt kann zwischen geeigneten Farbstofrpaaren 
bei geringen Abstanden (0-6 nm) ein FRET-Signal erzeugt werden, welches unabhangig von der Farbstoffkonzentration durch die 
Anzahl der Zwischenschichten kontrolliert werden kann. Die Kapselkodierung wird durch Variation der Anregungs- und Emissi- 
onswellenlange ausgelesen. In den Kapseln konnen MakromolekUle immobilisiert werden, welche komplementare Substanzen aus 
Ldsungen herausfischen. Derart beschichtete Parti kel oder hohle Kapseln konnen nach Einbringen einer sensitiven Zwischenschicht 
als Sen sore n genutzt werden. Anderungen in der Gr5sse/Struktur der Zwischenschicht kann en tweder durch FRET zwischen benach- 
barten, gelabelten Polyelektrolytschichten oder durch Selbstloschung/Aggregatfluoreszenz von FarbstofFen in der sensitiven Schicht 
detektiert werden. 
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1 i) V/ 



Farbkodierte Layer-by-Layer Mikrokapseln als kombinatorische Analysebiblio- 

theken und als spezifische optische Sensoren 



5 



Die vorliegende Erfindung betrifift kombinatorische Bibliotheken auf der Basis von 
10 hohlen oder gefullten Polyelektrolytkapseln, die mittels der Layer by Layer Methode 
hergestellten werden. Die LbL Methode ermoglicht die Kontrolle der Anzahl, der Kon- 
zentration und des Abstandes zwischen den Farbstoflmolekulen auf der Nanometerska- 
la, wodurch sich eine hohere kodierte Informationsmenge in der Wand (Hulle) ergibt, 
als es von Partikein (Beads, voile Mikropartikel) bekannt ist, die in ihrem Volumen oder 
15 an ihrer Oberflache farblich kodiert sind. Weiterhin ist der Fluoreszenzfarbstoff voll- 
standig an der Oberflache konzentriert, was fur FRET basierte Detektion in homogenen 
Partikelassays von Vorteil ist, da die hohe Untergrundfluoreszenz der im Inneren des 

■ 

Partikels lokalisierten und daher nicht am FRET beteiligten Farbstoffe vollstandig weg- 
failt 13 Der zweite Teil der Erfindung befasst sich mit der Moglichkeit, Kapseln mit un- 

20 terschiedlichen Makromolekulen zu fullen, jedoch die Kapseln weiterhin permeabel fur 
kleine Molekule zu halten. Derartige farbkodierte Kapseln konnen als kombinatorische 
Fangbehalter verwendet werden, welche eine erhebliche Menge von spezifischen Sub- 
stanzen aus einem Reaktionsgemisch aufiiehmen konnen. Nachfolgend konnen die un- 
terschiedlichen Kapseln mit unterschiedlichen Substanzen in ihrem Inneren aufgrund 

25 ihrer spezifischen Fluoreszrazsignale aussortiert werden, Diese kombinatorischen Bi- 
bliotheken konnen in vielen Gebieten in der Medizin, der Biologie und der Chemie an- 
gewendet werden. 

Die Miniaturisierung von Assays und Mikrotiterplatten ist im Hinblick auf eine weitere 
30 Vergrofierung der Assayskapazitat begrenzt Eine alternative Methode eroffhen die auf 
Beads basierenden Bibliotheken. Neue Entwicklungen in der FluBzytometrie (Flow 
Cytometrie; z.B. COP AS™ bead flow sorting) erlauben einen Durchsatz von bis zu 



WO 2004/014540 



PCT/EP2003/008376 



2 

100.000 Partikel pro Stunde. Daher konnten die auf Beads basierenden Bibliotheken die 

15 7 

fuhrende Technologie in Screening-oder Sammeloperationen werden. ' * 

Wir haben hohle Kapseln aus Polyelektrolyten 6 hergestellt, welche unterschiedliche 
5 Farbkombinationen in ihrer Wand enthalten. Die farbkodierten Kapseln konnen wie 
Beads sortiert werden, jedoch sind sie hohl und konnen viele Bindungsstellen sowohl 
auf der Wandoberflache als auch in ihrem Inneren aufweisen. 

Diese Kapseln haben im Vergleich zu der Beads-Technologie verschiedene Vorteile: 

1 . Direr Masse ist sehr gering. Daher fallen Sie aus Losungen mit unterschiedlicher 
Dichte wesentlich iangsamer als Beads aus, 

2. Infolge ihrer dunnen Wand und dem gleichen oder ahnlichem Material im Inneren 
wie im AuBeren ist die Lichtstreuung sehr klein. Bei Beads fuhren Unterschiede 
im Brechungsindex zwischen Bead und dem Losungsmittel (gewohnlich Wasser) 
zu starker Lichtstreuung, die den SortierprozeB im Flufizytometer beeintrachtigt. 

3. Reaktionen sind bei Beads nur an deren Oberflache moglich. Daher ist die Anzahl 
ihrer Bindungsstellen stark begrenzt. Im Falle vinserer Kapseln konnen die auBere 
Wandoberflache, die innere Wandoberflache und das gesamte Volumen der Kap- 
seln fur Reaktionen genutzt werden. Eine Kapseln (oder ein Bead) mit einem 
Durchmesser von 5 [im hat eine auBere Oberflache von 78 jxm und ein Volumen 
von 65 |im 3 . Unter Annahme einer Konzentration der Bindxmgsstellen von 0.1 M 
weist ein Bead lediglich etwa 9 x 10 4 Bindungsstellen auf, wohingegen eine Kap- 
seln etwa 5000 mal mehr Bindxingsstellen, namlich 4 x 10 8 Bindungsstellen auf- 
weist. 

4. Die Farbstoffinarkierungen konnen mit ausreichendem Abstand untereinander 
aufgebracht werden, urn Wechselwirkungen wie die Bildung von H- oder J- 

30 Aggregaten, Selbstloschung oder Forster-Resonanzenergietransfer zu vermeiden, 

welche die Fluoreszenzsignale im Falle der Maikierung der Festkorperphase mit 
unterschiedlichen Farbstoffen storen. Dies gestattet mehr kombinatorische Mog- 
lichkeiten. 
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5. Forster-Resonanzenergietransfersignale konnen kontrolliert zur falschungssichere 
Kodierung von Handelsmaiken eingestellt werden, d.h. zur Markiemng der mit 
der Handelsmarke versehenen Ware. 

5 

6. Der Innenraum der BCapseln kann mit hochaktiven Biowirkstoffen wie Enzyme, 
DNS oder dergleichen oder mit spezifisch funktionalisierten Polyelektrolyten ge- 
fullt werden, welche ein selektives Fangen von Reaktionspartnern aus der Losung 
durch Bioreaktionen, Physi- oder Chemisoiption ermdglichen. Nachfolgend kon- 

1 0 nen die kodierten Kapseln aussortiert werden. 

7. Die kodierte Information kann durch die Anzahl der FarbstofFen, ihr Verhaltnis 
untereinander und durch abstandsabhangige Wechselwirkungen untereinander wie 
etwa dem Forster Resonanzenergietransfer eingestellt werden. Bei den bekannten 

1 5 fluoreszierenden Beads 4 sind solche Wechselwirkungen unerwunscht, da der Ab- 

stand zwischen den Farbstoffinolekulen nicht kontrollierbar ist. 

8. Herstellung von hohlen kodierten Kapseln und Nutzung ihres Innenraums fur die 
Immobilisierung von Makromolekulen (Polyelektrolyte, Proteine, Enzyme). Die 

20 funktionalisierten Makromolekule konnen komplementare Verbindungen aus Re- 

aktionslosungen durch Physisorption, Chemisorption biologische Bindungen her- 
ausfischen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Sensoren, die mittels der Layer-by-Layer LbL Me- 
25 thode auf Kolloiden mit Durchmessern kleiner als 100 ^m aufgebaut werden und auf 
chemische Stoffe oder physikalische MeBgroBen ansprechen. Das kolloide Templat 
kann gegebenenfalls in einem Folgeschritt herausgelost werden, so dass hohle Kapseln 
entstehen. 

30 Die Sensorwirkung wird durch eine Schicht definierter Dicke eines speziellen Materials 
erreicht, dass bei Anderung der Konzentration eines Stoffes in der umgebenden Losung 
oder bei der Veranderung phj^ikalischer Parameter entweder quillt oder schrumpft. Zur 
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Detektion dieses Prozesses wird die Emission von Fluoreszenzfarbstoffen verwendet 
Zwei Varianten der Wirkungsweise sind moglich (Abbildung 8): 



1. Die sensitive Schicht mit einer Dicke zwischen 0,1 nm und 10 nm befindet sich zwk . 
5 schen zwei Schichten aus Polyelektrolyten. Die Polyelektrolytschicht auf der einen 

Seite der sensitiven Schicht enthalt fest eingebunden einen Fluoreszenzfarbstoff hoherer 
Absorptionsenergie (Donor) und die Polyelektrolytschicht auf der anderen Seite einen 
Fluoreszenzfarbstoff niedrigerer Absorptionsenergie (Akzeptor). Statt Fluoreszenzfarb- 
stoffen konnen auch emittierende Nanopartikel verwendet werden. Das Farbstoffpaar ist 
10 so abgestimmt, dass ein Forster (Fluoreszenz-) Resonanzenergietransfer FRET stattfin- 
det Die Effizienz des FRET hangt empfindlich von dem Abstand der Farbstoffinolekule 
zueinander ab. Das FRET Signal kann spektrometrisch sowohl anhand der Donor- als 
auch der Akzeptorfluoreszenz statisch sowie anhand der Donorfluoreszenz auch zeitab- 
hangig detektiert werden. 

15 

2. Das sensitive Material wird kovalent mit einem Fluoreszenzfarbstoff in vergleichs- 
weise hoher Konzentration (Masse Material: Masse Farbstoff < 500:1) verknfipft Der 
Farbstoff zeichnet sich dadurch aus, dass er leicht mit sich selbst Dimere/Aggregate 
bildet Wird das gelabelte Material in einer Kapselwand als mindestens eine homogene 

20 Schicht mit einer Dicke von 1 nm bis 1 \xm eingebracht, fuhrt ein SelfquenchingprozeB 
bei der Bildung von Dimeren oder H-aggregaten zu einer Loschung der Fluoreszenz des 
Farbstoffinonomeren, wohingegen bei Bildung von J-Aggregaten oder Excimeren eine 
neue Emissionsbande bei niedrigerer Energie entsteht. Bei Quellung/Schrumpfung der 
Schicht in der Kapselwand kann das Signal fiber die Intensitat oder die Lebensdauer der 

25 Monomerfluoreszenz detektiert werden, bzw. fiber das Verhaltnis von Monomerfluores- 
zenz zur Fluoreszenz des J- Aggregates bzw. Excimeren. 



Im allgemeinen weisen die erfindungsgemafien Kapseln, die bevorzugt einen Durch- 
messer kleiner als 100 Jim haben, eine Hulle auf, die aus mindestens drei Polyelektro- 
30 lytschichten aufgebaut ist, wobei eine der drei Polyelektrolytschichten mit zumindest 
einem Farbstoff markiert ist. Dieser Farbstoff, bei dem es sich um einen Fluoreszenz- 
farbstoff oder emittierende (fluoreszierende) Nanopartikel (Partikel mit einer GroBe 
bevorzugt kleiner 1 nm) handeln kann, dient beispielsweise zur Identifizierung der Kap- 
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seln. In diesem Fall werden die Kapseln zur Markierung bzw. Codierung von techni- 
schen Erzeugnissen, Partikeln, Zellen, Gewebe, Organen oder Organismen biologischen 
Ursprungs verwendet, so daB anhand der Fluoreszenz des Faibstoffes deren Herkunft 
festgestellt und identifizierL. werden kann. Andererseits konnen die Kapseln auch als 

5 Sensoren dienen, die auf veranderte Umgebungsbedingungen mit Anderung der Fluo- 
reszenz des Farbstoffs meBbar reagieren. SchlieBlich konnen die Kapseln auch als 
Tangbehalter 1 verwendet werden, urn Substanzen aus Losungen zu entfernen bzw. zu 
identifizieren. Kapseln, die mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert sind und spezi- 
fisch mit jeweils einer anderen Substanz reagieren, beispielsweise durch spezifische 

10 Bindungsstellen, eignen sich als Bibliothek von Reporter-Partikel zur Identifikation von 
Substanzen und/oder der Markierung von Prozessen. Es liegt im Rahmen der Erfindung, 
diese Anwendungen miteinander zu kombinieren. 

Unter Polyelektrolyten werden im Rahmen der Erfindung insbesondere wasserlosliche 
15 Moiekule oder Aggregate verstanden, die mindestens 2 Ladungen, bevorzugt sogar 
mindestens drei Ladungen tragen. Bei einer Vielzahl von Polyelektrolyten liegen sogar 
deutlich mehr Ladungen vor. Zu den Polyelektrolyten zahlen im Rahmen der Erfindung 
insbesondere organische Polyelektrolyte, Nanopartikel, Polyampholyte sowie Verbin- 
dungen und Komplexe aus organischen Polyelektrolyten und niedermolekularen Sub- 
20 stanzen, z.B. Tenside. 

Bei den Polyelektrolytschichten handelt es sich insbesondere urn Schichten, die im we- 
sentlichen etwa eine Monolage des entsprechenden Polyelektrolyts dick sind. Solche 
Polyelektrolytschichten lassen sich z.B. dvirch Layer-by-Layer Verfahren aufbringen. 
25 Bei diesen werden Polyelektrolyte abwechselnder Polaritat aufgebracht, wobei sich 
Polyelektrolyte solange an bestehende Polyelektrolytschichten anlagern, bis die Ladun- 
gen der bereits bestehenden Schicht abgesattigt sind. 

Mehrschichtige Polyektrolytkapseln, die auch aus imterschiedlichen Polyelektrolyt- 
30 schichten bestehen konnen, lassen sich beispielsweise nach dem Layer-by-Layer Ver- 
fahren herstellen, das in der DE 198 12 083 Al, DE 199 07 552 Al, EP 98 113 181, 
WO/47252 US 6,479,146 beschrieben ist, deren Offenbarungsinhalt hiermit vollstandig 
aufgenommen wird. 
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Sofern die Kapseln als Sensor dienen, konnen beispielsweise zwei der drei Hullschich- 
ten mit jeweils einem unterschiedlichen Farbstoff markiert werden. Die nicht mit Fluo- 

5 reszenzfarbstoffen markierte dritte Polyelektrolytschicht liegt dabei zwischen den bei- 
den markierten PolyelektrolytschichteiL Dadurch weisen diese einen gewissen Abstand 
zueinander auf, der etwa der Dicke, beispielsweise 0.1 nm bis 10 nm, der nicht mar- 
kierten mittleren dritten Schicht entspricht Die Dicke der Polyelektrolytschicht hangt 
dabei unter anderem von dem verwendeten Polyelektrolyt ab. Die verwendeten Farb- 

10 stoffe sind so gewahlt, daB sie unterschiedliche Emissions- und Absorptionsbanden 
aufweisen, wobei sich die Emissionsbande des einen Faibstoffs mit der Absorptions- 
bande des anderen Farbstoffs zumindest teilweise uberlappt Dadurch kann es zu strah- 
lungslosen Ubergangen zwischen den Farbstoffen kommen, d.h. zu einem FRET. Der 
Farbstoff mit der hoheren Absorptionsenergie (Akzeptor) kann dadurch seine Anregung 

1 5 an den anderer Farbstoff (Farbstoff mit niedriger Absorptionsenergie; Donor) weiterge- 
ben, ohne daB eine Fluoreszenz des Akzeptorfarbstoffs beobachtet wird. Der strah- 
lungslose Ubergang fuhrt damit zu einer Anregung des Donorfarbstoffs, dessen Fluo- 
reszenz gemessen werden kann. Absorbiert der Akzeptorfarbstoff beispielsweise im 
Blauen und fluoresziert im Griinen, so sollte der Donorfarbstoff im Griinen absorbieren 

20 und beispielsweise im Roten emittieren. Eine Anregung mit blauem Licht fuhrt dann bei 
einem strahlungslosen Ubergang zwischen den Farbstoffen zu einer beobachtbaren 
Fluoreszenz im Roten, anstatt im Griinen. Die Effizienz des strahlungslosen Ubergangs 
zwischen den Farbstoffinolekulen hangt staric von deren Abstand zueinander ab, der von 
der Dicke der nichtmarkierten dritten Polyelektrolytschicht bestimmt wird. Andert sich 

25 diese Dicke, z.B. als Reaktion auf veranderte Umgebungsbedingungen, so andert sich 
die Starke der Kopplung zwischen den Farbstoffinolekulen. Daher kann auch von einer 
sensitiven Schicht (sensorischen Zwischenschicht) gesprochen werden. 1st der Abstand 
der Farbstoffinolekule gering, erfolgt ein nahezu strahlvingsloser Ubergang, d.h. es ist 
nur eine geringe Fluoreszenz des Akzeptorfarbstoffs jedoch eine relative hohe Fluores- 

30 zenz des Donorfarbstoffs detektierbar. Bei VergroBerung des Abstands nimmt die Fluo- 
reszenz des Akzeptorfarbstoff es zu, die des Donorfarbstoffes ab, Diese Anderungen 
sind meBbar und dienen als MaB fur die Veranderung der Schichtdicke. Bei den Umge- 
bungsbedingungen, deren Anderung zu einer Anderung der Schichtdicke der nichtmar- 
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trierten Schicht fuhren, kann es sich urn pH-Wert, Salzkonzentration, Temperatur, ad- 
sorbierte Komponenten, Enzyme, Konzentration eines Stoffes, physikalische Parameter, 
das Losungsmittel beeinflussende oder mit der sensitiven Schicht reagierende Kompo- 
nenten sowie mischbare Losungsmittelanteile handeln. Insbesondere organische Polye- 
5 lektrolyte reagieren empfindlich auf veranderte Umgebungsbedingungen. So fuhrt bei- 
spielsweise eine Temperaturanderung zur Veranderung der Wasseraufhahmefahigkeit 
der organischen Polyelektrolyte und damit zu einer Schichtdickenanderung. Ein Bei- 
spiels ist hier PAH. 

10 Neben der nichtmarkierten Polyelektrolytschicht konnen weitere Polyelektrolytschich- 
ten zwischen den mit Farbstoff markierten Polyelektrolytschichten angeordnet sein, 
oder die nichtmarkierte Polyelektrolytschicht besteht selbst aus mehreren Polyelektro- 
lytschichten. 

1 5 Sensorische Kapseln konnen jedoch auch lediglich mit einem Farbstoff maikiert sein. In 
diesem Fall ist der Farbstoff in hoher Konzentration an sensitives Material innerhalb 
einer Polyelektrolytschicht gebunden, wobei das sensitive Material auf die veranderten 
Umgebungsbedingungen durch Volumenzu- oder -abnahme reagieren kann. Die hohe 
Konzentration der Farbstoffe fuhrt zu einem Selfquenching, beispielsweise durch Di- 

20 meibiidung, oder zur Ausbildung neue Emissionsbanden im Falle der Bildung von Ex- 
cimeren. Auch hier sind diese Prozesse stark von dem Abstand der Farbstoffe abhangig, 
so dafi eine Anderung der Schichtdicke auch zu einem Anderung des Abstandes der 
Farbstoffe fuhrt. 

25 Sofern die Kapseln als Tangbehalter 1 dienen, weisen sie spezifische Bindungsstellen fur 
die zu fangenden Molekule auf. Die Bindungsstellen konnen sich im Inneren der Kap- 
seln oder auf deren Hulle befinden. Kapseln mit unterschiedlichen Bindungsstellen 
konnen mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert werden, so daB eine nachfolgende 
Sortierung anhand der Fluoreszenz moglich ist. Dadurch konnen selektiv Substanzen, 

30 z.B. Proteine, aus Losungen gewonnen werden. 
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Beschreibung der Experimente 

Far bs toff markierung von Polyelektrolyten: 

PAH wurde mit den Farbstoffderivaten Fluoreszeinisothiocyanat, Tetramethylrhodami- 
5 nisothiocyanat und einem Derivat von CY5 markiert Die Formeln sind in Abbildung 1 
dargestellt Die Markierungsreaktionen wurde entsprechend allgemeiner Herangehens- 
weise bei der Markierung von Proteinen durchgefuhrt. Anstelle eines Hydrogenkarbo- 
natpuffers wurde NaOH fur die Aktivierung von ca. 30% der PAH Gruppen verwendet. 
Das Reaktionsgemisch wurde gegen Wasser dialysiert Nach Zugabe von HCL zu der 

10 markierten PAH-L6sung zur Einstellung eines pH-Wertes von 4-5 wurde die Losung 
lyophilisiert Der Markierungsgehalt wurden mittels UV/Vis-Spektroskopie bestimmt 
und betrug fur PAH-F1 53:1, PAH-Rho 580:1, PAH-Cy5 500:1 (Verhaltnis der PAH 
Einheiten : Anzahl der markierten Molekule). Die Ausbeute der Markierung betrug ca. 
80% fur Fluoreszein, 20% fur Rhodamine und 40% fur Cy5. Jedes PAH wurde nur mit 

1 5 einem Farbstoff markiert, da ein gleichzeitiges Markieren einer P AH-Kette den Nachteil 
der Selbstldschung oder des Forster Resonanz Energie Transfer in sich birgt. 

Die Absorptions- und Fluoreszenzspektren der Farbstoffe sind in Abb. 2a und b gezeigt. 
Die Absorptionsmaxima der drei markierten PAH-Polymere wurden zu 495, 557 und 
20 648 nm bestimmt. Die Fluoreszenzmaxima betragen 520, 582 und 665 nm, wobei die 
Absorptionswellenlange fur die Anregung verwendet wurde. 

Herstellung der Kapseln: 

3 \xm groBe Silicatemplate wurden mit 10 alternierenden Schichten von Po- 
25 ly(allylaminhydrochlorid) (PAH, MW 60 000 g/mol) und Poly(styrolsulfonat) (PSS, 
MW 70 000 g/mol) beschichtet. 9 Um unterscheidbare Wande zu erhalten, wurden unter- 
schiedlich markierte PAH-Polymere fur die Beschichtung verwendet Fur die Farbung 
der Kapseln wurde lediglich eine Schicht des jeweiligen PAH verwendet. Nur im Falle 
von Cy5 wurden aufgrund der geringeren Fluoreszenzquantenausbeute und des geringen 
30 FarbstofFgehalts 2 Schichten zur Markierung verwendet. Es wurde versucht, einen ge- 
wissen Abstand zwischen den unterschiedlichen Farbstoffschichten zur Vermeidxmg 
von Forster-Resonanzenergietransfer einzuhalten. Folgende Kapseln wurden hergestellt: 
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Tabelle 1: Farbkodierte Kapseln mit unterschiedlichen Arten von PAH-Farbstoff 
5 Schichten 

Hohle Kapseln wurde durch Auflosen des Silicatemplats mittels Fluorwasserstoffsaure 
und Waschen mittels Wasser gewonnen. 

10 Die Kapseln wurden mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie unter gleichzeitiger 
Verwendung von 3 unterschiedlichen Kanalen untersucht (Abb. 3a - c). Die Anre- 
gungswellenlange der Laser war 488 nm fur Fluoreszein, 543 nm fur Rhodamin und 
633 nm fur Cy5. Die Detektoren wurden auf maximale Emission der Farbstoffe und auf 
einen minimalen Uberlapp ihrer Fluoreszenzemission eingestellt Die Laserintensitaten 

15 und die Detektorempfindlichkeiten wurden auf etwa gleiche Signalintensitat fur jeden 
Kanal eingestellt Die Uberlagerung der 3 Kanale ergab 7 verschieden gefarbte Kapseln 
(Abb. 3d). 

Eine quantitative und sichere Methode zur Unterscheidung der verschiedenen Kapseln 
20 bietet die Analyse der Fluoreszenzintensitaten entlang eines Profils durch die Kapseln. 
Die Profile zeigen die Verteilung der Fluoreszenzintensitaten von unterschiedlichen 
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Kanalen der gleichen Kapsel. Abbildung 4a zeigt zum Beispiel das Profil der Kapseln 2, 
7, 1 und 5. 

Die Fluoreszenzintensitaten pro Farbstoffschicht sind unterschiedlich fur unterschied- 
5 lich gefarbte Kapseln, was auf Resonanzenergieeffekte und unterschiedlichem Gehalt 
an adsorbiertem Material zuruckgefuhrt werden kann. Der Resonanzenergietransfer 
kann bei Verwendung mehrerer Schichten zwischen den Farbstoffschichten deutlich 
reduziert werden. Oberhalb eines Abstands von 6 nm (ca. 4 Schichten) treten nahezu 
keine Wechselwirkungen zwischen den Farbstoffinolekiilen mehr auf. 



Kontrollierter Forster-Resonanzenergietransfer 

Urn feste Abstande zwischen den Farbstoffinolekiilen zum Schutz von Handelsmarken 
gegen eine Falschung zu verwenden, wurden Kapseln mit unterschiedlichem Abstand 
der Farbstoffe aber gleichem Farbstoffgehalt hergestellt Abbildung 5 zeigt die herge- 
15 stellten Schichtkombinationen. 

Die in den Kapseln mitteis zwei Farbstoffen kodierte Information kann unter Verwen- 
dung von zwei unterschiedlichen Anregungswellenlangen und Fluoreszenzmessung bei 
zwei unterschiedlichen Wellenlangen ermittelt werden. Im Falle des Rhoda- 
20 min/Fluoreszein-Systems bedeutet dies: 



1. Anregungslicht bei 540 nm, Messung der Emission bei 576 nm: dies ergibt die 
absolute Konzentration von Rhodamin 



10 



25 



2. Anregungslicht bei 495 nm, Messung der Emission bei 520 nm: dies ergibt die 
Konzentration von Fluoreszein abzuglich der Konzentration der Molekule, die ei- 
nen Energietransfer zu Rhodamin erfahren 



30 



3. Anregungslicht bei 495 nm, Messung der Emission bei 576 nm: dies ergibt die 
Intensitat des FRET oder den mittleren Abstand zwischen den Farbstoffinolekiilen 
(Falschungsnachweis) 



tin 



•in 
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Jede der hergestellten Kapselarten ergibt ein spezifisches Verhaltnis zwischen Signal 1 : 
Signal 2 : Signal 3. Fur die Messung von kleinen Unterschieden in der Signalintensitat 
genugen bereits diese zwei Farbstoffe, urn eine groQe Anzahl von Kodierungsmoglich- 
keiten zu realisieren. Jedoch kann die Anzahl der Farbstoffe in Kapseln bis zu 7 betra- 
5 gen. 

Nutzung des Forster-Resonanzenergietransfers fur sensorische Anwendungen 

Fur die Sensoranwendungen wurden die Kapseln 2 und 3 aus Tabelle 1 verwendet. Es 
wurde von uns gefunden, dass PAH/PS S Schichten bei Zugabe von Losungen quarter- 

1 0 narer Alkylammoniumsalze je nach Kettenlange stark aufquellen oder auch schrumpfen. 
Ein starkes Quellen von (PAH/PSS)s Kapseln von 3 jim bis auf 5,7-6,0 |um wird bei 
Zugabe einer 0,05 M Dodecyltrimethylammomiiunbromidlosiing (DODAB) gefunden. 
Bei Verdoppelung des Kapseldurchmessers wird sich bei isotroper Quellung der 
Schichten der Abstand zwischen den Farbstoffschichten ebenfalls verdoppeln, wohin- 

1 5 gegen sich das Volumen einer Schicht um den Faktor 8 vergroBert. 

Im Experiment 1 wurde die Kapsel 2 verwendet Die Konzentration an Rhodamin und 
Fluoreszein in der Kapselwand wurde UV/VTS spektroskopisch vor und nach dem 
Quellungsvorgang bestimmt. Der mittlere Abstand zwischen beiden Farbstoffschichten 
20 betrug vor der Behandlung etwa 4,5 nm und danach nahezu 9 ran, Die Anderung des 
FRET Signals (kexc = 495 nm, Xem = 578 nm) wurde mit dem Fluoreszenzspektrometer 
wahrend des Quellvorgangs verfolgt (Abbildung 9). Durch die Quellung der Schichten 
verringerte sich die FRET Signalintensitat bei Reaktion mit 0,05 M DODAB um 86%. 

25 Im Experiment 2 wurde die Kapselsorte 3 verwendet. Durch die hohe Fluoreszeinkon- 
zentration in der einen PAH Schicht tritt ein eflfizienter Quenchprozefi au£ Nach Zuga- 
be von 0,05 M DODAB Losung vergroBert sich das Volumen der PAH Schicht etwa um 
den Faktor 8. Durch die verringerte Selbstloschung des Farbstoffes eihoht sich dadurch 
die Fluoreszenz der Kapseln um 290 % (Abbildung 10). 

30 

Fullen der Kapseln mit reaktiven Makromolekulen: 

Es gibt drei unterschiedliche Wege fur die Immobilisierung von Makromolekulen im 
Inneren der Kapseln: 
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1. "Schiff in Flasche" Synthese (ship in bottle synthesis) von Polymeren innerhalb 
der Kapseln (Abbildung 6). 12 

5 2. Schalten der Permeabilitat von spezifischen Kapseln fur korrespondierende Ma- 
kromolekule mittels Salze oder pH-Anderungen (Abbildung 7) 1 1 

3. Bilden eines Niederschlags eines instabilen Komplexen aus den Makromolekulen 
und einer Hilfssubstanz auf dem kolloiden Templat Nachfolgendes Einkapseln 
1 0 des Materials durch die ubliche LbL-Methode und Aufflosen des Kerns und des 

Makromolekulkomplexes. 8 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der erfindungsgemafien Kapseln sowie deren 
Verwendung sind nachfolgend angefuhrt, wobei samtliche Ausgestaltungen beliebig 
1 5 miteinander kombinierbar sind: 

• Kapseln aus Polyelektrolyt-Multischichten hergestellt nach dem Layer-by-Layer 
Verfahren und kleiner als 100 \im fur Kodierungs- und sensori- 
sche/diagnostische/analytische Anwendungen und enthaltend 

20 

a) eine definierte Zuordnung von farbstoffinarkierten Polyelektrolyten zur 
Schichtzahl, 

b) eine definierte Zuordnung von farbstofffireien Polyelektrolyten zur 
Schichtzahl, 

25 c) eine definierte Zuordnung von sensorischen Polyelektrolyten oder senso- 

risch reaktiven Beschichtungskomponenten zur Schichtzahl 
d) eine definierte Zuordnung von Wechselwirkungen der Markierungen 
unterschiedlicher Schichten 

30 • Kapseln mit Kern oder ohne Kern als Hulle enthaltend das Ldsungsmittel oder eine 
Losung anderer Zusammensetzung. 
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• Kapseln enthaltend einen oder mehrere Fluoreszenzfarbstoffe in mindestens zwei 
Schichten, die es gestatten, sowohl die Fluoreszenzfarben als auch deren Intensita- 
ten und die Wechselwirkungen bzw. Selbstwechselwirkungen definiert einzustellen. 

5 • Kapseln enthaltend mindestens zwei Fluoreszenzfarbstoffe in unterschiedlichen 
Schichten, die miteinander uber Forster Resonanz Energie Transfer (FRET) ver- 
knupft sind. 

• Kapseln mit mindestens einer, zwischen zum FRET befahigten Donor- und Akzep- 
10 tor-Fluoreszenzfarbstoff-maikierten Schichten gelegenen sensorischen Zwischen- 

schicht, die in Anpassung an veranderte Eigenschaften des Mediums, z.B. pH, Salz- 
konzentration, Temperatur, adsorbierte Komponenten, Enzyme, das Ldsungsmittel 
beeinflussende oder mit der Zwischenschicht reagierende Komponenten sowie 
mischbare Losungsmittelanteile, das FRET Signal messbar beeinflusst imd fur diese 
1 5 Anderung als Sensor dienen kann. 

• Kapseln enthaltend mindestens zwei Fluoreszenzfarbstoffe, deren Abstand vonein- 
ander den Forster Resonanz Energie Transfer unterbindet. 

20 • Kapseln mindestens eine Schicht mit einem Fluoreszenzfarbstoff in einer Dichte, 
die zur Selbstwechselwirkung (Selbstloschung) innerhalb der Schicht fuhren kann 
und durch Anderungen yon Komponenten oder Bedingungen des Mediums oder der 
Umgebung messbar beeinflusst werden kann und dafur als Sensor dienen kann. 

25 • Kapseln, wobei die Kapseln kleiner als lOjim, bevorzugt kleiner als 1 ^im sind. 

• Kapseln mit einem modifizierten Kern, der sensorische Funktionen oder Kodie- 
rungseigenschaften besitzen kann. 

30 • Verwendung der Kapseln als Bibliothek von Reporter-Partikeln oder kodierten 
Farbpartikeln zur Identifikation von Substanzen und/ oder der Markierung von Pro- 
zessen. 
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• Verwendung der Kapseln in der medizinischen Diagnostik, der kombinatorischen 
Chemie, der Genomik und Proteomik, der Biologie und Biotechnologie und der 
Technik 

5 • Verwendung der Kapseln zur Codierung von technischen Erzeugnissen. 

• Verwendung der Kapseln zur Markierung von Partikel, Zellen, Geweben, Organen 
und Organismen biologischen Ursprungs. 

10 • Zusammensetzung fur die Identifizierung von Substanzen, wobei die Zusammenset- 
zung mindestens zwei Arten von Kapseln mit einem Durchmesser weniger als 100 
|im aufweist, wobei die Kapseln einen Kern und eine Hulle besitzen und die Hulle 
mindestens drei Schichten aufweist, wobei zumindest eine dieser Schichten mit ei- 
nem FarbstofF maikiert ist. 

15 

• Zusammensetzung aufweisend zumindest 3 Arten von Kapseln. 

• Zusammensetzung, wobei die Kapseln einen mittleren Durchmesser von weniger als 
10 )im, bevorzugt weniger als 1 jxm besitzen. 

20 

• Zusammensetzung nach einem der vorangegangenen Anspruchen, wobei die Hullen 
aus Polyelektrolytschichten bestehen. 

• Zusammensetzung, wobei mindestens ein Kapseltyp durch Kapseln definiert ist, 
25 deren Hullen aus mindestens zwei, mit imterschiedlichen Farbstoffen markierten 

Schichten bestehen, wobei die mit unterschiedlichem FarbstofF markierten Schich- 
ten voneinander durch zumindest eine nicht mit Farbstoffen markierte Schicht ge- 
trennt sind. 

30 Figuren 1 bis 10 zeigen verschiedene Ausfuhrungsformen der Erfindung. 
Figur 1 zeigt die Struktur der verwendeten FluoreszenzfarbstofFe. 
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Figur 2a) zeigt das Absorptionsspektrum (nonnalisierte Intensitat) und Figur 2b) das 
Fluoreszenzspektrum (nonnalisierte Intensitat) von PAH-F1, PAH-Rho und PAH-Cy5, 
normalisierte Intensitat. 

5 In Figur 3 sind konfokale Bilder einer Mischung von farbkodierten Kapseln dargestellt 
3 a) zeigt den Fluoreszeinkanal, d.h. die Fluoreszenz von Fluoreszein, 3 b) den Rhoda- 
minkanal, 3 c) den CyS Kanal und 3 d) die Uberlagerung der drei Farbkanale. 

Figur 4 zeigt einer Mischung der gefarbten Kapseln 2, 7, 1,5. Fur die Aufhahmen wur- 
10 de ein konfokales Fluoreszenzmikroskop verwendet In Fig. 4 a) ist das Oberlagerungs- 
bild der drei Farbkanale des Fluoreszenzmikroskops und in 4 b) das Profil der Fluores- 
zenzintensitat entlang der weiBen Linie in Fig. 4 a) zu sehen. 

Figur 5 verdeutlicht den prinzipiellen Aufbau der hergestellten Schichtkombinationen, 
15 wobei in Fig. a-c)'unterschiedliche FRET-Signalintensitaten bei gleicher Farbstoffkon- 
zentration und in Fig. 5 d-f) unterschiedliche FRET-Signalintensitaten bei unterschied- 
licher Farbstoffkonzentration zu sehen sind, wobei a) links oben und f) rechts unten 
liegt. 

20 In Figur 6 sind die prinzipiellen Schritte der sogenannten "Schiff in Flasche" Synthese 
von Polymeren innerhalb der Kapseln dargestellt. Nach der Auflosung des Kerns, der 
als Templat zur Beschichtung mit den Polyelektrolyten gedient hat, passieren Monome- 

• • . • » — m m mm 9 * 

re die Hulle und gelangen in das Innere der Kapsel. Bei geeignet gewahlten Bedingun- 
gen polymerisieren die Monomere und konnen daher die Hulle nicht mehr passieren. In 
25 einem abschlieBenden Waschschritt werden die Polymere auBerhalb der Kapseln aus 
der Losung entfemt. Zuruck bleiben eingekapselte Monomere. 

Figur 7 zeigt das Prinzip des Beladens von MF Kapseln (8 Schichten) durch Schalten 
der Permeabilitat von speziellen Kapseln fur korrespondierende Makromolekule durch 
30 Salz oder pH-Wert. Durch Anderung des Salzgehaltes und/oder des pH-Wertes konnen 
die Poren der Hullen vergroBert und damit die Permeabilitat erhoht werden. Dies CTlaubt 
auch groBeren Markromolekulen das Eindringen in die Kapseln. AbschlieBend wird der 
pH-Wert und/oder der Salzgehalt wieder auf die Anfangswerte zuruckgefuhrt; die Poren 
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verschlieBen sich wieder bzw. werden kleiner. Die in die Kapseln eingedrungenden 
Makromolekule konnen die Hulle nun nicht mehr passieren. 

Figur 8 zeigt den schematischen Aufbau und die Wirkungsweise der zwei unterschiedli- - 
5 chen, weiter oben beschriebenen Sensorkapseln. In der oberen Zeile in Figur 8 ist die 
Kapsel 2 dargestellt, wahrend in der unteren Zeile die Kapsel 3 zu sehen ist Durch Zu- 
gabe von DODAB vergrofiert sich die Dicke der nicht markierten Zwischenschicht 
(sensitive Schicht), so daB der Abstand der beiden markierten Schichten zunimmt. Da- 
durch verringert sich die Kopplung zwischen den Farbstoffen, der FRET ist schwacher. 
10 Als Folge wird eine geringere Fluoreszenz des Donorfarbstoffs bei 578 nm registriert. 

In Figur 9 sind die Signalintensitaten der Kapsel Nr. 2 

a) in Wasser und 

b) nach Einwirken einer 0,05 M DODAB Losung dargestellt. (grun Absorption des 
1 5 Fluoreszeins bei 495 nm, rot -Absorption des Rhodamins bei 553 nm, blau FRET Si- 
gnal = 495 nm, A,em = 578 nm) 

Die Fiuoreszenzintensitat von Kapseln Nr. 3 nach Zugabe von 0,05 M DODAB ist da- 
gegen in Figur 10 dargestellt. 

20 
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Anspruche 

1 . Kapseln 

mit einem Durchmesser kleiner als 100 jxm und 
5 - einer Hulle, die zumindest drei Polyelektrolytschichten aufweist, wobei zumindest 
eine dieser drei Polyelektrolytschichten mit zumindest einem Farbstoff markaert 
ist. 

2. Kapseln nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 

10 zwei der drei Polyelektrolytschichten jeweils mit mindesten einem unterschiedlichen 
Farbstoff markiert sind, wobei die mit unterschiedlichem Faibstoff markierten zwei 
Polyelektrolytschichten voneinander durch zumindest die nicht mit Farbstoffen mar- 
kierte dritte Polyelektrolytschicht getrennt sind. 

15 3. Kapseln nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 

die nicht mit Farbstoffen markierte dritte Polyelektrolytschicht eine Dicke zwischen 0. 1 
nm und 1 0 nm aufweist. 

4. Kapseln nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB 

20 es sich bei der nicht mit Farbstoffen markierten dritten Polyelektrolytschicht urn eine 
sensitive Schicht handelt, die bei Veranderung ihrer Umgebungsbedingungen entweder 
quillt oder schrumpft und so ihre Dicke andert. 

5. Kapseln nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB 

25 es sich bei den Umgebungsbedingungen urn pH-Wert, Salzkonzentration, Temperatur, 
adsorbierte Komponenten, Enzyme, Konzentration eines Stoffes, physikalische Para- 
meter, das Losungsmittel beeinflussende oder mit der sensitive Schicht reagierende 
Komponenten sowie mischbare Losungsmittelanteile handelt. 

30 6. Kapseln nach einem der Anspruche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi 

es sich bei den unterschiedlichen Farbstoffen urn einen Farbstoff mit hoherer Absorpti- 
onsenergie (Donor) und einen Farbstoff mit niedriger Absorptionsenergie (Akzeptor) 
handelt. 
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7. Kapseln nach einem der Anspruche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi 

die unterschiedlichen Faibstoffe so aufeinander abgestimmt sind, dafi ein Forster (Fluo- 
reszenz-) Resonanzenergietransfer (FRET) zwischen den unterschiedlichen Farbstoffen 
5 moglich ist 

8. Kapseln nach einem der Anspruche 2 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi 

sich zwischen denen mit Farbstoffen maiicierten Polyelektrolytschichten neben der nicht 
mit Farbstoffen markierten dritten Polyelektrolytschicht weitere nicht mit Farbstoffen 
10 markierte Polyelektrolytschichten befinden oder die nicht mit Farbstoffen markierte 
dritte Polyelektrolytschicht ihrerseits aus mehreren Polyelektrolytschichten besteht. 

9. Kapseln nach einem der Anspruche 2 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi 

es sich bei der sensitive Schicht urn eine organische Polyelektrolytschicht handelt. 

15 

10. Kapseln nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi 

der Farbstoff mit einem sensitiven Material kovalent in hoher Konzentration verknupft 
wird. 

20 11. Kapseln nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, dafi 

es sich bei dem sensitiven Material um ein Material handelt, das bei Veranderung seiner 
Umgebungsbedingungen entweder quillt oder schrumpft und so sein Volumen andert 

12. Kapseln nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi 
25 es sich bei den Umgebungsbedingungen um pH-Wert, Salzkonzentration, Temperatur, 
adsorbierte Komponenten, Enzyme, Konzentration eines Stoffes, physikalische Para- 
meter, das Losungsmittel beeinflussende oder mit dem sensitiven Material reagierende 
Komponenten sowie mischbare Losungsmittelanteile handelt. 

30 13. Kapseln nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dafi 

die Konzentration des Farbstoffs so hoch ist, dafi der Farbstoff mit sich selbst Dimere, 
Aggregate oder Excimere ausbildet, die zu einem Selfquenching der Fluoreszenz oder 
zur Ausbildung einer neuen Emissionsbande fuhren. 
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14. Kapseln nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Konzentration des Farbstoffs der Beziehung 

Masse sensitiven Materials : Masse Faibstoff < 500 : 1 
5 genugt 

15. Kapseln nach einem der Anspruche 10 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 
die mit FarbstofF markierte Schicht eine Dicke von 1 nm bis 1 \xm aufweist 

10 16. Kapseln nach einem der Anspruche 1 0 bis 1 5, dadurch gekennzeichnet, daB 

es sich bei der mit Farbstoffen markierten Polyelektrolytschicht urn eine mit FarbstofFen 
markierte organische Polyelektrolytschicht handelt 

1 7. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
15 es sich bei den FarbstofFen urn FluoreszenzFarbstofFe oder emittierende Nanopartikel 

handelt. 

18. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Kapseln hohl sind und sich in ihrem von der Hulle begrenzten Innenraum Makro- 

20 moiekule befinden. 

19. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Hulle fur Moiekule bis zu einer gewissen GroBe permeabel sind. 

25 20. Kapseln nach einem der Anspruche 1 bis 1 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Kapseln einen Festen Kern aufweisen, der von der Hulle umgeben isL 

21. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Kapseln einen mittleren Durchmesser von weniger als 10 jim, bevorzugt von weni- 
30 ger als 1 \im besitzen. 



22. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Kapseln durch das Layer-by-Layer Verfahren hergestellt sind. 
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23. Kapseln nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Kapseln zur Markierung oder Codierung von technischen Erzeugnissen, Partikeln, 
Zellen, Gewebe, Organen oder Organismen biologischen Ursprungs dienen. 

24. Zusammensetzung fur die Identifizierung oder Markierung von Substanzen, 
dadurch gekennzei chnet, dafi 

sie mindestens zwei Arten von unterschiedlichen Kapseln nach einem der Anspruche 1 
bis 23 aufweist. 

25. Zusammensetzung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dafi 

sie zumindest drei Arten von unterschiedlichen Kapseln nach einem der Anspruche 1 
bis 23 aufweist. 



WO 2004/014540 



1/9 



PCT/EP2003/008376 



FI61 




Fluoreszeinderivat Rhodaminderivat 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 2004/014540 



2/9 



PCT/EP2003/008376 



FIG2A 

Absorptionsspektrum (normiert) von 

(blau) Cy5-Derivat 




X [nm] 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 2004/014540 



3/9 



PCT/EP2003/008376 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 2004/014540 



4/9 



PCT/EP2003/008376 



FIG 4A 




I turn] 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 2004/014540 



PCTVEP2003/008376 



5/9 



CO to 10 



CVJ 




CD 



zr cd 



CO CO 



CD O 



CO 



t— CM CO 
CO CO CO 




a> 



CD CD 



CO CO 



CO 



CO CO CO 




CO CO 



CD CD 



CO 



1— CVJ CO 
CO CO CO 



CO CO CO 



U"> LO 



10 




O O CO 

CD CD 
ISI fsj 



*— CVI CO 
co cO cO 



1^1 r>j 



1 — CVJ CO 
CO CO CO 



CO CO CO 




CO CO 



CO 
CO 



1 — CVJ CO 
CO CO CO 



CO CO CO 




CD 



o o 



CD CD 



1 — CVJ CO 
co co co 



CO CO CO 



CO 00 CO 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



• 



WO 2004/014540 



6/9 



PCT/EP2003/008376 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 2004/014540 



7/9 



PCT/EP2003/008376 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 2004/014540 



8/9 



PCT/EP2003/008376 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 2004/014540 



9/9 



PCT/EP2003/008376 



FIG 9 




P68 in Wasser P68 in DODAB 

Probe vor und nach der Zugabe von 0.05M DODAB 



K*s\V\Si UV/VisFiuo 
%ZZZm UV/VisRho 
FRET/Fluo 



FIG 10 



CVJ 



CO 
03 



25 



20 



i2 15+- 

CO 




% 5- 



0 



■a 10--/ 



Zugabe DODAB 0,05 M nach 20 s 



0 



500 
Zeit [s] 



1000 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



INTERNATI 




L SEARCH REPORT 




Interns ipplicatlon No 

PCT/EP 03/08376 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 B01J13/02 B01J13/22 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 B01J 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent thai such documents are included in the fields searched 
Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



DAI Z ET AL: "LAYER-BY-LAYER 
SELF-ASSEMBLY OF POLYELECTROLYTE AND LOW 
MOLECULAR WEIGHT SPECIES INTO CAPSULES" 
ADVANCED MATERIALS, VCH 
VERLA6S6ESELLSCHAFT, WEINHEIM, DE, 
vol. 13, no. 17, 

3 September 2001 (2001-09-03), pages 
1339-1342, XP001129372 
ISSN: 0935-9648 
the whole document 

W0 02 17888 A (MAX PLANCK GESELLSCHAFT 
;DAEHNE LARS (DE); IBARZ GEMMA (DE); 
ANTIP) 7 March 2002 (2002-03-07) 
claim 11; examples 1-4 

-/-- 



1-25 



1-25 



m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



|X I Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

*A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E* earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L* document which may throw doubts on priority daim(s)or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

■p" document published prior to the international filing date but 
later than the priority dale claimed 



•T later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

"X' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y" document of particular relevance; the claimed Invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art. 

*&" document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



17 November 2003 



Date of mailing of the International search report 



24/11/2003 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HV Rijswijk 
Tel (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70)340-3016 



Authorized officer 



Wlllsher, C 



Form PCT/1SA/210 (second sheet) (July 1892) 



nana 1 n-f O 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



"internat^^ 



Vpplication No 

PCT/EP 03/08376 



C(Contmuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

Category ° I Cdation of document, with Indication .where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



GB 2 135 954 A (AKAD WISSENSCHAFTEN DDR) 
12 September 1984 (1984-09-12) 
claims 2,3,9,10; examples 9-12 

WO 00 32542 A (TRAU MATT ;UNIV QUEENSLAND 
(AU); BATTERSBY BRONWYN JEAN (AU); BRYA) 
8 June 2000 (2000-06-08) 
cited in the application 
example 14 



1-23 



1-25 



Form PCT71SA/210 (continuation of second sheet) (Jury 1992) 



oaae 2 of 2 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Internal ppllcattan No 

PCT/EP 03/08376 



Patent document 




Publication 




Patent family 


Publication j 


cited in search report 




date 




member(s) 


date 


WO 0217888 


A 


07-03-2002 


CA 


2420523 Al 


07-03-2002 








WO 


0217888 A2 


07-03-2002 








EP 


1313455 A2 


28-05-2003 




M 




1/1/ 


160393 A3 


27-07-1983 

tarn 1 W / rX ^ Vy W 








CH 


659591 A5 


13-02-1987 








DE 


3306259 Al 


23-08-1984 


WO 0032542 


A 


08-06-2000 


AU 


1958600 A 


19-06-2000 








WO 


0032542 Al 


08-06-2000 








CA 


2352082 Al 


08-06-2000 








EP 


1135350 Al 


26-09-2001 








JP 


2002531424 T 


24-09-2002 



Form PCTflSA/210 (patent family annex) (July 1992) 



o 




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



IntematlT^ Aktenzeichen 

PCT/EP 03/08376 



A. KLA5SJF1ZIERUNG DES AN MELD UNGSG EG ENS TAN DES 

IPK 7 B01J13/02 B01J13/22 



Nach der Internallonalen Patentktassifikation (IPK) Oder nacfi der nationalen Klassffikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchlerter Mlndestprufstoff (Klassifikallonssystem und KlassifBcatlonssymbole ) 

IPK 7 B01J 



Recherchlerte aber nlcht zum MindestprQfstoff gehdrende Verdffentllchungen, soweit dlese unter die recherchlerten Gebiete fallen 
Wahrend der intemationaten Recherche konsuttierte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegrtffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorie c 



Bezelchnung der Verdffentllchung, so we it erforderlich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



DAI Z ET AL: " LAYER-BY-LAYER 
SELF-ASSEMBLY OF POLYELECTROLYTE AND LOW 
MOLECULAR WEIGHT SPECIES INTO CAPSULES- 
ADVANCED MATERIALS, VCH 
VERLAGSGESELLSCHAFT, WEINHEIM, DE, 
Bd. 13, Nr. 17, 

3. September 2001 (2001-09-03), Selten 
1339-1342, XP001129372 
ISSN: 0935-9648 
das ganze Dokument 

W0 02 17888 A (MAX PLANCK GESELLSCHAFT 
;DAEHNE LARS (DE); IBARZ GEMMA (DE); 
ANTIP) 7. Marz 2002 (2002-03-07) 
Anspruch 11; Beispiele 1-4 

-/— 



1-25 



1-25 



S Waiters VerOftentltehungen slnd der Foitsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



m 



Slehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorten von angegebenen Verdffentllchungen 

"A" Verdffentllchung, die den aligemetnen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht aJs besonders bedeutsam anzusehen 1st 

■E* atteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
An melde datum verdffentllcht worden 1st 

a L a Verdffentllchung, die geelgnet 1st, elnen Priorftatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lessen, Oder dutch die das Verdffentnchungsdatum elner 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentllchung belegt werden 
soil Oder die aus elnem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefQhrt) 

•O' Verdffentllchung, die slch auf elne mQndllche Offenbarung, 

elne Benutzung, etne AussteDung oder andere MaBnahmen bezleht 

"P* Verdffentllchung, die vor dem Intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffentQcht worden 1st 



"T Spatere Verdffentllchung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koIHdiert, sondem nur zum Verstandnls des der 
Erfindung zugrundellegenden Prinzlps Oder der ihr zugrundefiegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Verdffentfichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allefti aufgrund dieser Verdffentllchung nicht ats neu oder auf 
erfinderischer Tatlgkelt beruhend betrachtet werden 

•Y* Verdffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nlcht als auf erfinderischer Tatlgkelt beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerdffentDchung mlt elner oder men re re n anderen 
Verdffentllchungen dieser Kategorie In Verblndung gebracht wlrd und 
dlese Verblndung fQr elnen Fachmann nahellegend 1st 

"&* Verdffentllchung, die Mrtglled derseiben Patentfamilie 1st 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



17. November 2003 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



24/11/2003 



Name und Post an sch rift der Intemationalen Recherchenbehdrde 

Europalsches Paten tamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV R^swiik 
TeL (431-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



BevoQmachtlgter Bedtensteter 



Wi Usher, C 



Formblatt PCT/1SA/210 (Blatt 2) (JuH 1992) 



5sPlt^ 1 von * 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 




tntenu.w^^.^s Aktenzefchen 

PCT/EP 03/08376 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 5 



Bezeichnung der VerflffentBchung, soweB erf ordertich unter Angabe der in Betracrtf kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



GB 2 135 954 A (AKAD WISSENSCHAFTEN DDR) 
12. September 1984 (1984-09-12) 
AnsprQche 2,3,9,10; Beisplele 9-12 

WO 00 32542 A (TRAU MATT ;UNIV QUEENSLAND 
(AU); BATTERSBY BRONWYN JEAN (All); BRYA) 
8. Juni 2000 (2000-06-08) 
in der Anmeldung erwShnt 
Bei spiel 14 



1-23 



1-25 



Fcimbfcm PCT/ISA/210 (Fbrtsetamg von Btatl 2) (JuD 1992) 



9pitP ? vnn 7 




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intern alio 



ktenzetetien 



PCT/EP 03/08376 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
VeroffentCchung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
VerSffentflohung 



WO 0217888 



A 



07-03-2002 



CA 
WO 
EP 



2420523 Al 
0217888 A2 
1313455 A2 



07-03-2002 
07-03-2002 
28-05-2003 



GB 2135954 



12-09-1984 



DD 
CH 
DE 



160393 A3 
659591 A5 
3306259 Al 



WO 0032542 



08-06-2000 



AU 1958600 A 

WO 0032542 Al 

CA 2352082 Al 

EP 1135350 Al 

JP 2002531424 T 



27-07-1983 
13-02-1987 

23- 08-1984 

19-06-2000 
08-06-2000 
08-06-2000 
26-09-2001 

24- 09-2002 



Fonnbbtt PCT/ISA/210 (Anhang PaterrttamiHe)(Jull 1992) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 



□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

^J3lREFERENCE(S) OR EXHffilT(S) submitted are poor quality 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




FADED TEXT OR DRAWING 



